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(54) Title: PURIFICATION OF Cu/Zn SUPEROXIDEDISMUTASE 
(54)Bezeichnung: REINIGUNG VON Cu/Zn-SUPEROXIDDISMUTASE 
(57) Abstract 

In a process for isolating and purifying Cu/Zn superoxidedismutase (Cu/Zn-SOD), the foreign proteins are removed from 
the Cu/Zn-SOD by hydrophobic interaction chromatography (HIC), if necessary after suitable preliminary purification. Tne pro- 
duct obtained can be readily processed. 

(57) Zusammenfassung 

Bei einem Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Cu/Zn-Superoxiddismutase (Cu/Zn-SOD) wird zwecks Erzielung 
eines leicht weiterverarbeitbaren Praparates, gegebenenfaUs nach entsprechender Vorreinigung, die Cu/Zn-SOD durch Hydro- 
phobic Interaction Chromatographic (HIC) von Fremdproteinen getrennt. 
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REINIGUNG VON Cu/Zn-SUPEROXIDDISMUTASE 



EINLEITUNG 

5 

1.1. Die biochemischen Eigenschaf ten der Cu/Zn-Superoxid- 
dismutase 

Die Cu/2n Superoxiddismutase, im folgenden Cu/Zn-SOD 

10 genannt, (E.G. -1.15.1.1) ist ein Metalloprotein; das auch 
unter dem Namen Erythrocuprein, Haemocuprein und Cytocu- 
prein bekannt ist. Die humane Cu/Zn Superoxiddismutase 
besteht aus 2 Untereinheiten, die nicht kovalent miteinan- 
der verbunden sind. Die natxirlich vorkommende humane SOD 

15 ist am N-Terminus acetyliert und besteht aus 153 Amino- 
sauren. Pro Molekiil Cu/Zn-SOD sind in der Regel 2 Kupfer 
und 2 Zinkionen gebunden. Die Cu/Zn-SOD besitzt eine 
charakteristische Absorptionsmaximum bei 265 nm. Nach 
Entfernung des Kupfers und Zinks durch Chelatbildner ver- 

20 schwindet dieses Absorptionsmaximum. Die Superoxiddismutase 
ist ein thermostabiles und sehr gut wasserlosliches Enzym. 
Eine gewisse Widerstandsfahigkeit gegeniiber proteolytischen 
Abbau wird ihr auch zugeschrieben. Bei hoheren Tempera turen 
(82 °C und 100 °C) entstehen verschiedene Kon format ionen, 

25 die calorimetrisch und durch Bindunsstudien festgestellt 
wurden. Diese Eigenschaf t wird auch in HPLC und 
Elektrophorese beobachtet (1) . 



30 1.2.. Biologische Bedeutung der Cu/Ziv-Superoxiddismutase 

Ublicher Weise werden rote Blutkorperchen als Ausgangsma- 
terial fur die Gewinnung der Cu/Zn-Superoxiddismutase 
herangezogen. Die biologische Bedeutung der Cu/Zn-SOD liegt 
35 im Abfangen von freien Superoxidradikalen, die bei ver- 
schiedensten Reaktionen im Organismus frei gesetzt werden. 



i 
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Aus diesem Grund werden der Cu/Zn-SOD auch antiinflam- 
matorische Eigenschaften zugeschrieben (9) . Die bovine 
Cu/Zn-SOD wird bereits zur Behandlung von Osteoarthritis 
verwendet. Ebenso durfte SOD eine Verstarkerwirkung fur 
5 plasminogen-aktivierende Enzyme bei der Reperfusion 
besitzen (10) • Weiters scheint SOD die Lagerungsfahigkeit 
von den nach der Explantation zum Zwecke einer spateren 
Transplantation zu stabilisieren (11) . 

10 

1.3. Reinigungsverfahren fur Erythrozyten SOD und sod 
tierischem Gewebe und Zellkultur 

Die konventionellen Reinigungsverfahren fur SOD beruhen 
15 auf einer Lyse der Erythrozyten, meist eine Osmolyse und 
einer Extraktion der SOD mit Chloroform und Ethanol. Diese 
Prozedur wird auch Tsuchihaskiprozedur (M. Tsuchihaski, 
Biochem. Zeitschrift, 140, 65-72,1923) genannt. Dieser 
Rohextrakt wird dann chromatographisch mit Ionentauscher- 
20 chromatographie weiter gereinigt. 

Bei Erythrozytenkonzentraten als Ausgangsmaterial kann 
anstatt der Extraktion eine Hitzeprazipitation eingesetzt 
werden, urn Hamoglobin zu entfernen. 

Diese Methode (A. Gartner et al. Biochem. J. 1984; 

25 221, 549-551) eignet sich, weil humane Erythrozyten-SOD 
hitzestabil ist. Eine Dialyse nach der Lyse der 
Erythrozyten wie bei Gartner et.al. beschrieben, ist nicht 
notwendig. Das Erythrozytenkonzentrat wird einem Gefrier- 
tauzyklus unterworfen und durch Zugabe von destilliertem 

30 Wasger lysiert. Das Lysat wird durch Zugabe von 80 °C 
heiBem Wasser auf 70°C erhitzt und eine Stunde heiBgehalten 
und danach rasch auf Ziramertemperatur abgekuhlt. Das 
Prazipitat wird durch Zentrifugation entfernt. Wenn bei ca. 
15 000 g zentrifugiert wird, entfallt ein zusatzlicher 

35 Filtrationsschritt, der fur eine anschlieBende Anionen- 
tauscherchromatographie notwendig ware. Die im Uberstand 
zuruckbleibende Cu/Zn SOD wird weiterverarbeitet. 



ERSAT2BLATT 



WO 90/05181 



3 



PCT/AT89/00099 



1.4. Rekombinante Superoxiddismutase 

5 

Die Cu/Zn-SOD wurde in einer Reihe von Wirtszellen 
wie E.Coli, Hefe und tierischen Zellen kloniert (1-5) . Je 
nach Verwendung von verschiedenen Wirtszellen wird ein 
acetyliertes oder nicht acetyl iertes Protein exprimiert. 
10 Die fur E.coli und Hefe beschriebenen Systeme scheiden 
das Enzyra nicht in das Kulturmedium aus. Bis zu 60 % 
des gesamten synthetisierten Proteins besteht aus SOD. 
Die tierischen Zellen scheiden die rekombinante humane 
Cu/Zn-SOD (rh-SOD) ins Kulturmedium aus. 

15 

1.5. Reinigungsverf ahren fur rekombinante SOD 



Ein sehr haufig beschriebener Reinigungsschritt ist 
die Chromatographie mit DEAE-Sephacel oder DEAE-Cellu- 

20 losen. Das Homogenat wird geklart und durch eine 
Ammonsulfatfallung vorgereinigt. Nach Bedarf werden noch 
' weitere Schritte zur Entf ernung von DNA bzw. Pyrogenen 
integriert. Hartmann et.al. (2) reinigen den dialysierten 
Ammonsulfatfallungsuberstand mit einer Anionentauscherchro- 

25 matographie (DEAE-Sephacel) . Urn die gewiinschte Reinheit 
zu erhalten, wird das Eluat rechromatographiert. Die 
Fraktionen werden mittels Ultrafiltration aufkonzen-triert 
und mittels Gelf iltration entsalzt. Die Gradien- 
tenelution bewirkt, dafi ein homogenes Material erhalten 

30 wird. 

Auch die Immunaff initatschromatographie mit monoklonalen 
Anti-human-SOD-Antikorpern wird zur Reinigung rekombinanter 
SOD herangezogen. Ebenso eignet sich die Aff initatschro- 
matographie mit Heparin-Sepharose zur Reinigung von 
35 rekombinanter SOD (3). Vom Prinzip her durften diese 
Methoden auch zur Reinigung der naturlich vorkommenden SOD 
geeignet sein. 



ERSATZBLATT 



WO 90/05181 4 PCT/AT89/00099 



1.6. Testsysteme fiir SOD 

5 Die Testsysteme zum Nachweis der enzymatischen Aktivitat 
von SOD beruhen auf dem Prinzip einer Negativbestimmung. 
Zuerst werden Superoxid Radikale generiert. Die Radikal- 
generierung kann enzymatisch, chemisch oder mit UV-Licht 
erfolgen. Die SOD fangt einen Teil der freien Radikale ab. 

10 Die Verbleibenden werden durch einen Indika tor radikalf anger 
abgefangen, dessen Reaktionsprodukte werden colorime- 
trisch, photometrisch, polarographisch oder mittels 
Luminscenzmessung ausgewertet. Die Bestimmung der SOD aus 
Rohextrakten von Mikroorganismen oder Geweben ist sehr 

15 storanfallig. Der immunologische Nachweis auf ELISA Basis 
funktioniert auch in Rohextrakten von Mikroorganismen. 

BESCHRBIBUNG DER REINIGUNGSVERFAHREN 

20 Die eigentliche Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren 
zur Isolierung und Reinigung von Cu/Zn-SOD. 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, daJ3 SOD 
gewonnen aus tierischen Geweben, Flussigkeiten, trans for- 
mierten Mikroorganismen oder trans formier ten tierischen 

25 Zellen zu einem von Begleitproteinen und anderen 
Verunreinigung zubefreien. 

ErfindungsgemaS wird, gegebenenfalls nach entsprechender 
Vorreinigung, die Cu/Zn-SOD durch Hydrophobic Interaction 
Chromatographie (HIC) von Fremdproteinen getrennt. Dadurch 

30 wird ein SOD-Produkt erhalten, das leicht zu einem 
Enzympraparat verarbeitet werden kann, das dann als 
Therapeutikum einsetzbar ist. Bevorzugt kann die durch 
HIC von Fremdproteinen getrennte Cu/Zn-SOD mittels 
Metallchelatchromatographie oder Ionentauscherchromato- 

35 graphie nachgereinigt werden, wodurch das Praparat 
besonders rein erhalten wird und direkt als Therapeutikum 
einsetzbar ist. 
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In dieser gegenstandlichen Erfindung erfiillt die HIC 
in idealer Weise die Voraussetzung fiir einen technischen 
ProzeS, der zur Produktion von Biologika zum Einsatz in 
der human Medizin geeignet ist. Neben der Reinigung und 
5 Entfernung von Fremdproteinen werden auch Pyrogene und DNA 
stark abgereichert. 

Da die Cu/Zn-SOD in hohen Ammonsulfatkonzentrationen 
loslich ist, erfullt sie eine wichtige Voraussetzung fiir 
die HIC. Pyrogene, als fiebererregende Substanzen durfen 

10 nur in Spuren in Pharmazeutika , die parental Verabreicht 
werden, vorhanden sein. Der Wirtsstamm fiir die rekombinante 
SOD, E.coli produziert von sich aus Lipopolysacchride, die 
als Hauptvertreter der Pyrogene anzusehen sind. Hartmann 
et.al. miissen in ihrer Reinigungsprozedur einen 

15 zusatzlichen Schritt zur Entfernung von Pyrogenen und DNA 
durchfiihren. 

In der gegenstandlichen Erfindung ist jedoch eine starke 
Pyrogenreduktion durch die HIC selbst gewahrleistet. 
Ebenso wird die DNA entfernt, die bei Verwendung von 

20 gentechnisch erzeugten Wirksubstanz einen bestimmten 
Schwellenwert nicht uberschreiten darf. Aus diesen 
Griinden erfullt die HIC in der gegenstandlichen Erfindung 
in idealer Weise die Voraussetzung fiir die Produktion von 
SOD, die parenteral verabreicht wird. 

25 Die von Arai et. al. (15) beschriebene immunaf f initatschro- 
matographische Reinigung hat zwar den Vorteil, dafl sie sehr 
spezifisch und gleichzeitig universell einsetzbar ist. 
In der Unstabilitat des IgG als Liganden durch 
proteolytischen Abbau ist eine nicht unerhebliche 

30 Problematik . bei der Reinigung von pharmazeutischen 
Wirksubstanzen gelegen. Vorreinigungsschritte, die ein 
chromatographisches oder ahnlich effektives Verfahren 
beinhalten, miissen bei der Immunaf finitatschromatographie 
unbedingt eingebaut sein. Die HIC benotigt keine 

35 chromatographischen Vorreinigungsschritte und dann 
zusatzlich noch sehr leicht mit Natronlauge entpyro- 
genisiert werden. Durch die Natronlaugenbehandlung der 
HIC werden auch unspezifisch gebundene Proteine und 
nicht proteinogene Substanzen entfernt. 
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2.1. Beschreibung der Vorreinigungsschritte 

Je nach Ausgangsmaterial (Bakterien, Hefen, Erythrozyten 
5 oder tierischen Zellen) mussen verschiedene Extraktions- 
schritte bzw. Vorreinigungsschritte dem eigentlichen 
Reinigungsverfahren vorgeschaltet werden. 

Das Aussalzen, insbespndere die Ammonsul fat fal lung ist 
ein effektiver Vorreinigungsschritt fur die rh-SOD 

10 Bakterien oder Hefen als Ausgangsmaterial. 

Die Mikroorganismenbruhe wird homogenisiert. Es eignen 
dazu sowohl enzymatische Methoden (Lysozym) als auch 
mechanische, (Hochdruckhomogenisatoren) oder physikalische 
(Ultraschall) Methoden. Urn die Zentrifugierbarkeit des 

15 viskosen Homogenates zu verbessern, konnen den 
Extraktionspuffer tfukleasen zugesetzt werden. Dadurch wird 
die DNA in kleinere Bruchstiicke verdaut und somit sinkt 
die Viskositat. Das Homogenisat wird mit Hilfe von 
Zentrifugation oder Mikrof iltration geklart. 

20 Das geklarte Homogenat wird mit Ammonsulfat oder 
einem entsprechenden Salz versetzt, sodaB eine Endkonzen- 
tration zwischen 40 und 60 % erhalten wird. Die Cu/Zn-SOD 
bleibt im Uberstand, das Prazipitat wird neuerlich durch 
Zentrifugation oder Mikrof iltration abgetrennt. 

25 

2.2. Hydrophobic Interaction Chromatographie 

Die Hydrophobic Interaction Chromatographie wurde von 
30 W. Melander (7) und Ochoa (8) in Reviews beschrieben. Diese 

Art der Chromatographie basiert auf der spezif ischen 
' Wechselwirkung der hydrophoben Zentren in den Proteinen 

mit einem hydrophoben Liganden, (wie Phenyl, Octyl, 

Butylliganden usw.) in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen. 
35 Diese hohen Salzkonzentrationen bewirken durch Wasser- 

entzug und Abblocken hydrophiler Zentren im Protein die 

spezifische Weschselwirkung. 
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Die Hydrophobic Interaction Chromatographie (HIC) iiber 
Phenyl, Butyl, Octylsaulen etc. ist nur sinnvoll in 
Kombination mit einer Salzfallung einzusetzen. Der geklarte 
Uberstand aus der Ammonsulfatfallung bzw. Salzfallung wird 
5 auf die HIC-Saule aufgetragen, die vorher mit einer 
entsprechenden Salzldsung aquilibriert wurde. Die SOD wird 
mit Salzpuffer niedriger Salzkonzentration eluiert. 
Aufgrund der hohen Salzldslichkeit der SOD ist die 
Hydrophobic Interactionchromatographie besonders gut fur 
10 das gegenstandliche Reinigungsproblem geeignet. Durch die 
hohe Ammonsulfatkonzentration konnen Verunreinigungen in 
diesem Vorreinigunsschritt entfernt werden. 

15 2.3. Nachweis der Cu/Zn-SOD 

Die SOD-Bestimmung wurde entweder immunologisch chromato- 
graphisch oder mit einem Aktivitatstest durchgefiihrt. 

20 Immunologischer SOD-Nachweis mit ELISA: 

Es wurde Prozedur nach T.Porstmann (6) verwendet. Der 
Test basiert auf Verwendung zweier SOD-spezif ischer 
monoklonaler Antikorper. Einer davon ist mit Meerret- 
tichperoxidase gekoppelt . Die Auswertung erf olgte in 

25 einem Mehrkanalphotometer fur Mikrotiterplatten (Easy 
Reader der Firma SLT) • 

Aktivitatstest: 

Es wurde ein Testsystera gewahlt, mit dem Xanthin/Xanthin 
30 oxidase als Radikalgenerator und Nitrobluetetradolium 
als Indikatorradikalf anger verwendet wird. 

Auch dieser Test wurde in Mikrotiterplatten durchge- 
fiihrt. 100 /il Reagenzlosung und 50 /il Probe bzw. Blindwert 
werden zusammenpipettiert und photometrisch bei 600 nm 
35 ausgewertet. Danach werden 50 /il Xanthinoxidase zupipet- 
tiert und 20 min. unter leichtem Schiitteln inkubiert und 
wieder photometrisch bei 600 nm ausgewertet. Das farblose 
Nitrotetrazolium blau (NBT) wird die durch O^Radikale, 
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die durch Xanthinoxidase entstehen zu einer blauen Farbe 
aufoxidiert. In Gegenwart von SOD bleibt die Losung 
ungefarbt. Als SOD-Standard wurde Peroxinorm der Fa. 
Griinenthal verwendet. 

5 

Puffer fur den Aktivitatstest 

- Reagenzlosung I besteht aus 

50 raMolar Kaliumphosphatpuf fer, 1,25 m Molar 
10 Diethylentriaminopentaessigsaure Puffer 100 jxl 

Puffer werden mit 10 mg Xanthin, 15 mg NBT und ca. 4000 
Einheiten Katalase versetzt 



15 - Xanthinoxidase wird so in einem 50 mM Kaliumphosphat , 

1,25 mM Diethylentriaminopentaessigsaure Puffer gelost, 
daft 100 ml eine Einheit des Enzyms enthalten 

Definition der Einheiten: 

20 

Katalase: 1 Einheit baut 1,0 uM H 2 0 2 pro Minute bei 

pH 7,0 und 25 °C ab, wobei die H 2 0 2 
Konzentration von 10,3 auf 9,3 uM/ml fallt 

Xanthinoxidase: 1 Einheit konvertiert 1,0 uM Xanthin 
25 zu Harnsaure pro Minute bei pH 7,5 und 

25 °C. 



Chromatographische Bestimmung 

30 

Die SOD wurde auch mit Reversed Phase Chromatographie 
(RPC) quantifiziert. Es wurde eine C-4 oder C-14 Saule 
eingesetzt. Mit einem Acetonitrilgradienten (20-60 %) 
mit 0,1 % TFA wurde eluiert. Als Detektor wurde ein 
35 Diodenarray detector der Fa. Hewlett Packard verwendet. 
Die Methode eignet sich auch zur Quantifizierung von SOD 
aus Rohextrakten. 
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3. BEISPIELE 

Beispiel I 

5 Rekombinanter Mikroorganismenstamm 

Ein fur humane Cu/ZnSOD kodierendes chemisch syntheti- 
siertes Gen wurde uber entsprechende flankierende 
Sequenzen in die Restriktionsschnittstellen BamHl und 

10 Hindlll des Plasmids pEMBL 8 kloniert. Aus dem so amplifi- 
zierten Plasmid pEMBL 8-SOD wurde das SOD-Gen rait den 
Restriktionsenzyra ECORI und Hindlll herausgeschnitten und 
das gereinigte Restriktionsfragment in den Vektor pKK 223- 
3 (Pharmacia) kloniert. 

15 Die AUG f lankierenden Regionen des SOD-Gens wurden mittels 
der in vitro Mutagenese mit einem Oligonucleotid von der 
Sequenz : 

5 ' -CACACAGGAAACAGACATATGGCAACAAAGGCCGTGTGCGTGC-3 9 

20 

so verandert, da3 eine hohe Expression von humaner Cu/ZnSOD 
ermoglicht wurde. (Hallewell et. al.; 1) Das so erhaltene 
Plasmid pKK223-SOD X 16 wurde in E.Coli JM 105 (Pharmacia) 
Wirtszellen transformiert und die rekombinanten E.Coli 
25 Zellen im Batchverfahren kultiviert. 2 Stunden nach 
Induktion mit Isopropylthiogalactosid (IPTG) wurde die 
Biomasse geerntet. 

30 Zellernte und Aufschlu/J 

Nach der Induktion mit IPTG wurde die Biomasse durch 
Zentrifugation abgetrennt. Das Pellet wird im Extrakt ions- 
puffer gewaschen und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung 
35 gelagert. Der Aufschlufl wurde enzymatisch mit Lysozym 
durchgefuhrt. 
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(Lysozym wurde bei 37 °C mit dem gewaschenen resuspen- 
dierten Pellet inkubiert) . Urn die Viskositat zu erniedrigen 
5 wurde das Homogenisat mit DtfAse inkubiert. Das geklarte 
Homogenat wurde so bei .4 °C mit gesattigter Ammonsul- 
fatlosung versetzt, daB eine 60 % Endkonzentration erreicht 
wurde. Das Prazipitat wird durch Zentrifugation abgetrennt 
und der Uberstand wird weiterverarbeitet. Anstelle von 
10 gesattigter Aminonsul fatlosung kann festes "Ammonsulfat 
direkt in das Homogenat eingeruhrt werden. 

4.3. Hydrophobic Interaction Chromatographic (HIC) 

15 

Durch diesen Schritt konnen hydrophobe und hydrophile 
Substanzen getrennt werden. Die rh-SOD bindet an die Saule 
bei hoher Ionenstarke und kann bei geringer Ionenstarke 
eluiert werden. 

20 

ADFSCHLUSS 

Da sich die rh-SOD in der E.Coli Zelle befindet, muft die 
25 Zelle aufgeschlossen werden. Hier wird eine enzymatische 
Methode mit Lysozym aus Huhnereiweifi angewendet. 
Folgende Materialien und Chemikalien wurden verwendet: 

- TRIS-Base (Fa. Sigma) " 
30 - CuS0 4 

(Dinatrium EDTA; (Fa. Merck) 
* - ZnCl 2 (Fa. Merck) 

- konz. Mercaptoethanol (Fa. Sigma) 

- PMSF gelost in Athanol (Fa. Sigma) 
35 - Lysozym (Fa. Sigma, oder Fa. Serva) 

- Triton x-100 (Fa. Serva) 

- DNASE I (Fa. Sigma) 
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- Waschpuffer fur E.Coli Zellen 

100 mM Tris/HCL pH 8,0 versetzt mit 100 mM NaCl und 1 mM 
EDTA 

- Resuspensionspuf fer: 
20 mM TRIS/HC1 pH 8,2 

• Aufschluflstammldsung: 



10 



Volumen 
fiir 30 ml 
E.coli 



Stammldsung 



Endkonzentr . 
in E.coli susp. 



15 



20 



300 /xl 

150 fJLl 

30 Ml 

15 jul 

600 fil 

600 ixl 

30 Ml 



500 mM EDTA 

200 mM CuS0 4 

100 mM ZnCl 2 

Mercatoethanol 

5 % PMSF gelost in Athanol 

10 mg/ml Lysozym 

10 mg/ml DNAse I 



5 mM 
1 mM 
100 mM 
7 mM 
0,1 % 
0,2 mg/ml 
15 units/ml 



Zu 3 0 ml der Bakteriensuspension kommen die angegebenen 
25 Volumen der Stammldsung. Danach v/ird 5 min bei 40 °C 
inkubiert. Die Lyse der Zellen erfolgt durch Zugabe von 
1,5 ml 10 %iger Triton x-100 Losung und 5 minutiger 
Inkubation bei 40 °C. Die lysierten Zellen werden raittels 
Zentrifugation abgetrennt und der klare • Oberstand 
30 weiterverwendet. 

Folgende Materialien und Chemikalien wurden verwendet: 

35 - Phenylsepharose fast flow (Fa, Pharmacia) 

- Ammonsulfat tech. rein 

- TRIS-Base (Fa. Sigma) 
• - HC1 25 % 
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Die Pufferbereitung erfolgte nach folgender Vorschrift: 



- Aquilibrierungspuffer: 

60 % (NH 4 ) 2 S0 4 in 25 mM TRIS HCI pH 7,5 
5 3,0 g TRIS/1000 ml + 351 g (NH 4 ) 2 S0 4 mit HCI auf pH 
stellen 

Leitfahigkeit 200 mS/cm 

- Elutionspuffer II: 

25 mM TRIS/HC1 pH 7,5 wird 
10 (NH 4 ) 2 S0 4 gelost 25 mM TRIS (auf 160 S/cm 
Leitfahigkeit itriert , Zimmertemperatur 

- Regenerierungspuffer: 
25 mM TRIS/HCI pH 7,5 
Leitfahigkeit: 1,9 mS/cm 

15 

Die Chromatographic wurde wie folgt durchgefiihrt: 

- Packen der Saule mit 20 % Athanol 
20 - Aquilibrieren der Saule 

Saule wird mit Aquilibrierungspuffer aquilibriert. Aufgrund 
der hohen Viskositat der Losungen ist es von Vorteil 
diesen und alle anderen Losungen von unten nach oben 
25 durch die Saule zu pumpen. Dadurch kann die storende 
Kanalbildung verhindert werden. 

- Auf tragen 

Mikrof iltrat der Probe wird aufgetragen 
30 - Auswaschen 

Nach dem Auftragen wird mit Aquilibrierungspuffer bis 
zum Erreichen der Basislinie ausgewaschen 

- Elution 

Mit den verschiedenen Elutionspuf fern werden die 
35 Fraktionen eluiert und peakweise gesammelt. 

- Die SOD wird bei ca. 170 mS/cm eluiert. 

- Mit Reinigungspuffer werden die noch an der Saule 
haften den Proteine eluiert. 

Nach Aquilibrieren kann die gleiche Saule mehrmals 
40 wieder verwendet werden. 
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50 ml Phenyl-Sepharose fast flow der Fa. Pharmacia wurde 
in eine Saule mit 5 cm 2 Querschnitt gepackt. Das Gel vmrde 
mit einer 60 %igen Ammonsulfatlosung aquilibriert. Der 
5 geklarte Uberstand aus der Ammonsulfatlosung wurde mit 0,2 
urn Filter von alien Feinteilen befreit und auf die 
Phenyl-Sepharose fast flow aufgetragen- 

Die Elution erfolgte mit einer Ammonsulfatlosung etwas 
geringerer Konzentration (ca. 50 % Sattigung) als der des 

10 Aquilibrierungspuffer. 

Die einzelnen Fraktionen wurden zusatzlich mit reversed 
Phase chromatographie (RPC) fiber RRC C14 uberpriift. Die 
Elution erfolgte mit einer Ammonsulfatlosung etwas 
geringerer Konzentration (ca. 50 % Sattigung) als der des 

15 Aquilibrierungs-puffer. 

Die Reinigungsergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefailt. 
Die SOD-Konzentration wurde mittels ELISA wie von Porstmann 
et.al. beschrieben, bestimmt. 

Die einzelnen Fraktionen wurden zusatzlich mit Reversed 
20 Phase Chromatographie (RPC) uberpruft. 
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Der in Fig. 1 mit SOD gekennzeichnete Peak wurde mit RPC 
auf seine Reinheit gepriift und im Vergleich dazu auch der 
Ammon- sulfatiiberstand. Die Proben wurde vor Injektion 
5 in die RPC-Saule mit Sephadex G25 Saulen entsalzt. 
Daraus resultiert eine unterschiedliche Verdunnung der 
Proben. Das Ausgangsmaterial ist doppelt so stark 
verdiinnt als das Eluat. Die Retentions zeit der SOD wurde 
mit einem Material der Firma Biotechnology General 

10 (Israel) bestimmt. Die RPC-Chromatogramme der 

ungereinigten und der gereinigten SOD sind in Fig. 2 und 
3 zusammengefaflt. Die entsprechenden Elektropherogr amine 
(Es wurde das Phast system der Fa. Pharmacia verwendet. 
Die Auftrennung wurde laut Anleitung des Herstellers 

15 durchgefuhrt. ) sind aus Fig. 3 ersichtlich (Bahn 1 der 
Molekulargewichtsmarker, 2 Cu/Zn-SOD nach Hartmaorm 
et.al., 3 der Amraonsulfatuberstnad, 4 HIC Peak 
gekennzeichnet mit SOD, 5 HIC gekennzeichnet mit Peak 2, 
6 die mit Cu Chelatchromatographie gereinigte SOD.), wokei 

20 ein homogenes Produkt erhalten werden konnte. 

4.4. Metallchelatchromatographie 

25 Das Eluat wurde mittel Cu-Chelat-Chromatographie nach 
Weselake et.al. (13) weitergereinigt. Das erhaltene 
Protein wurde auch elektrophoretisch charakterisiert (Fig. 
3) . Es ist absolut pyrogenfrei. 

30 

BEISPIEL II. 

1. Rekombinanter Mikroorganismenstamm 

35 Es wurde das in E.Coli eingesetzte Gen fur die Verwendiong 
in Hefen umkonstruiert und in Hefestammen der Gafctuing 
Saccharomyces und Pichia eingesetzt. 
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2. Zellernte und Aufschlufl 

5 

Nach Erreichen der stationaren Phase wurde die 
Biomasse durch Zentrifugation abgetrennt. Das Pellet wird 
im Extraktionspuffer gewaschen und bei -80 °c bis zur 
weiteren Verwendung gelagert. Die Zellen wurden 
10 mit einer Schwingmuhle der Pa. Netzsch aufgeschlossen. 
Das geklarte Homogenat wurde bei 4oC mit gesattigter 
Amroonsulfatldsung versetzt. (60 % Endkonzentration) . Das 
Prazipitat wurde durch Zentrifugation abgetrennt und 
der uberstand wird weiterverarbeitet. 

15 

3. Hydrophobic Interaction Chromatographic HIC 

Octylsepharose CL-4 B (ca. 50 ml) der Fa. Pharmacia wurde 

20 in eine Saule mit 5 cm 2 Querschnitt gepackt. Das Gel wurde 
mit 60 % Ammonsulfat aquilibriert. Der Ammonsulfat- 
uberstand wurde auf die Octylsepharose aufgetragen. 
Die Elution erfolgte mit 50 % Ethylenglycol . Die 
Reinigungsergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefafit. Es 

25 konnte ein enzymatisch aktives und immunologisch Enzym 
gefunden werden, weil der Quotient aus Aktivi tats test 
und ELISA im Bereich von 1 (Tabelle 2) liegt. 
Der Erf big des Chromatographie-Schrittes ist aus Fig. 4 
ersichtlich. Das Ausgangsmaterial und das Eluat aus der 

30 HIC wurden durch RPC auf einer C-4 Saule charakterisiert . 
Da bei 214 nm auch nicht proteingene Verunreinigungen 
erfaBt werden, zeigt die RPC die spezifische Anreicherung 
der SOD bezogen auf alle vorhandenen Verunreinigungen, 
liegt bei weitem hoher als die spezifische Anreicherung 

35 bezogen auf Protein. 



ERSATZBLATT 



WO 90/05181 



17 



PCT/AT89/00099 



w 




G) 




0 




•H 




0 


u 


IA 




>1 


•H 


to 




g 








0 








M 




0) 




<D 


aJ 










M 




o 


a) 






o 








(3 


o 






CO 


6 








o 


+j 












to 




Q) 
















w 
















< 




Q 


c 






o 


o 








•p 










Q 




xi 








u 










0) 


• 




c 




+J 




o 




c 




> 


6 


c 






a) 


G) 




0 








w 




•p 






W 


o 




•H 




5* 


# 




aj 




-P 








M 


QJ 




(d 


0) 


IP 


c 




•H 








H 


Q) 




a) 


0 


0) 


W 


4J 






u 


•H 


r- 1 




<u 


0) 


rd 




,q 






D> 


•p 








td 


-P 


c 


tM 




W 


•H 


H 


1 


a 


<IJ 






-p 


(5 




o 


w 


c 




4J 




o 




4J 


a) 


g 

i 


w 


•H 




o 


> 






M 


•H 






to 


4J 








s 


G 


0) 


a 


< 




a 


0 




w 




w 


G 


w 




H 


0) 


aJ 


H 




T3 




td 


-P 






•H 




<W 


§ 


W 


& 






•H 


O 


td 




> 






to 


0) 






ft 


M 


<P 


C 




(1) 








iH 


g 


2 



0 
•P 

O 

I 



o\<> 



N -rl 

O 0 



c 

•H 
0) 

<P 
O 
M 

04 



W 



a — 
o g» t 

> 
■P 



g — 

la 

> 



o 
o 

H 



in 

(N3 



in 



O 

o 
in 



CO 

o 



CO 

n 



n 



m 



CO 



CN3 



H 

to 



0) 

s 



4J 



o 

H 



in 



o 

CM 



ERSATZBLATT 



WO 90/05181 



18 



PCI7AT89/00099 



BEISPIEL III 

5 

Reinigung von Cu/Zn-SOD aus humanen Bry thro zy ten 

Die gefrorenen EryJconzentratbeutel wurden einem 
Gefriertauzyklus unterworfen und in gefrorenem Zustand in 

10 einem Kesselgepoolt und aufgetaut. Die aufgetauten 
Erythrozyten wurden ca. 1 h lang geruhrt. 30 kg 
Erythrozytenkonzentrat wurden mit 70 kg, 80 °C heiBem 
pyrogenfreien Wasser versetzt und auf 70 °C erhitzt. Die 
Suspension wurde eine Stunde lang heiSgehalten, geruhrt und 

15 danach innerhalb von 10 min. auf Zimmer temper a tur 
abgekuhlt. Das Prazipitat wurde bei 15000 g in einer 
Rohrenzentrifuge (Padberg, BRD) abgetrennt, und das 
Zentrifugat wurde direkt der Ammonsulfatfallung 
unterworfen (60 % Endkonzentration) . 

20 Das Prazipitat wurde neuerlich bei 15000 g abzentrifugiert 
und uber ein 0,45 um Filter filtriert. Fur die Hydrophobic 
Interactionchromatographie wurde Phenylsepharose fast flow 
verwendet. Die Saule wurde mit einem 10 mM 

Kaliumphosphatpuffer, der mit 2,4 Mol Ammonsulfat pro Liter 

25 versetzt wurde (entspricht ca. 60 % Sattigung) , 
aquilibriert. Das filtrierte Zentrifugat wurde auf die 
aquilibrierte Phenylsepharose fast flow (100 ml) 
aufgetragen, der nicht gebundene Anteil wurde mit Aquili- 
brierungspuffer ausgewaschen. Die Cu/Zn-SOD wurde mit 

30 einem 10 mM Kaliumphosphatpuffer der mit 1,6 Mol 
Ammonsulfat pro Liter versetzt wurde, eluiert. Die 
Fraktionen die Cu/Zn-SOD enthalten, wurden gepoolt und die 
SOD-Aktivitat und der Proteingehalt wurden anschliefiend 
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefaSt. 

35 Das Ausgangsmaterial und das Eluat von der HIC wurde 
einer RPC unterworfen. Die Chroma togramme sind in Fig. 5 
zusammengefaBt. Auch hier ist eine starke spezifische 
Anreicherung zu beobachten. 



40 
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BEISPIEL IV 

Reinigung von rh-SOD aus Zellkulturiiberstand 

5 Ein ahnlicher Expressionsvektor wie er von Tibel et.al. 
fur die Expression von extrazellularer SOD verwendet wurde, 
kam auch hier zum Einsatz. 



10 Konstruktion des Express ionsvektors 

Es wurde ein SV-40 Expressionsvektor, der folgende 
relevante DNA-Sequenzen enthalt, konstruiert: 

15 SV-40 Sequenz Basenpaar bp 5173 HIND III bis bp 294 (Kpn 
I) , das den Early promotor und den Origin of replication 
enthalt. Weiters wurden die SV-40 Sequenzen bp 2770 (Bel I) 
bis bp 2533 (Bam HI) die das Polyadenylierungssignal 
enthalten kloniert. Weiters wurde ein synthetische 

20 Polylinker fur verschiedene Restriktionsenzyme 
einschlieBlich Eco RI, und pBR 322 Sequenzen t die das J3- 
Lactamase Gen und den Origin of Replication enthalten, 
verwendet. 

Die gereinigten DNA-Fragmente wurden in einer 
25 Mehrstufenprozedur mit Hilfe verschiedener Vektoren 
zusammengesetzt. Das entsprechende cDNA-Fragment, das die 
Cu/Zn-SOD kodiert wurde in die entsprechende 
Schnittstelle des Polylinkers eingesetzt. 

30 

Expression von Cu/Zn-SOD in CHO-Zellen 

Das so konstruierte Plasmid wurde linearisiert und mit pSV 
2 MeoDNA in CHO-K1 Zellen kotransfektiert. Die Genticin- 
35 418 (G-413) resistenten Klone wurden in Optimem Medium, 
das mit 5 % fotalem Kalberserum und G-418 versetzt 
gezuchtet. Der Uberstand wurde zur Isolierung und 
Reinigung von Cu/Zn-SOD herangezogen. 
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Reinigung der SOD 

5 

Der Kulturuberstand wurde mit Hilfe von 0,2 /xm Filter 
von Feinteilen befreit und mit festem Ammonsulfat versetzt, 
daJ3 eine 60 % Endkonzentration erreicht wurde. 
Der durch Zentrifugation geklarte Uberstand wurde auf eine 

10 mit 60 & Ammonsulfat aquilibrierte Phenyl superose aufge- 
Itragen. Die Elution der SOD erfolgte mit etwas geringerer 
Ammonsulfatkonzentration. Die gesammelten Fraktionen wurden 
mit Aktivitatstest ELISA und RPC auf SOD-Gehalt und 
Reinheit gepruft. Die Reinigungsergebnisse sind in Tabelle 

15 4 zusamraengefafit. Die Chromatogramme der RPC sind in Fig. 
5 zusammengefaBt. 

Tabelle 4; Reinigungsergebnisse der rh-SOD aus CHO-Zell- 
20 kulturiiber stand. Die SOD wurde mit Phenyl - 

sepharose aufgetrennt. 

rh-SOD 

Volumen Protein Aktivitat ELISA Ausbeute 
25 (ml) (sag) (mg) (mg) (%) 



Ammonsulfat 50 40 0,15 0,16 100 
Uberstand 

30 Eluat 4 9 0,12 0,11 80 
Phenylsuperose 



35 Eine weitgehende Anreicherung bezogen auf Protein und 
Volumen konnte durch die HIC erzielt werden. 
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PATENTANS PRUCHE 

1. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Cu/Zn- 
Superoxiddismutase (Cu/Zn-SOD) , dadurch gekennzeichnet, 

5 daS, gegebenenfalls nach entsprechender Vorreinigung, 
die Cu/Zn-SOD durch Hydrophobic Interaction Chroraato- 
graphie (HIC) von Fremdproteinen getrennt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
10 daiS die durch HIC von Femdproteinen getrennte 

Cu/Zn-SOD raittels Metallchelatchromatographie oder 
Ionentauscherchromatographie nachgereinigt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch oder dadurch gekennzeichnet, 
15 dafl die Vorreinigung durch Fallung mittels Ammonsulfat 

oder einera aquivalenten Fallungssalz durchgefuhrt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die HIC-Saule mit 40 - 60 %iger Ammonsulfatldsung 

20 aquilibriert wird und die Elution mittels eines 
Stufengradienten rait niedrigerer Ammonsulfat- 
konzentration durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 

25 dadurch gekennzeichnet, dafi rekombinante SOD aus E. coli 
als Ausgangsmaterial verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB rekombinante SOD aus Hefe 

30 als Ausgangsmaterial verwendet wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche l bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS SOD aus Erythro- 
zytenzellen als Ausgangsmaterial verwendet wird. 

35 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daS als Ausgansmaterial durch 
transgene Tiere produzierte SOD verwendet wird. 
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9. Verfahren nach einem der Anspruche l bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB native SOD aus 
Saugetierblut oder Saugetierzellen als Ausgangsmaterial 
eingesetzt wird. 

5 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB rekombinante SOD aus 
Saugetierzellen als Ausgangsmaterial verwendet wird. 

10 11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet, daS rekombinante SOD aus Insektenzellen 
als Ausgangsmaterial verwendet wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche l und 4 bis 10, 

15 dadurch gekennzeichnet, daB fur die HIC Phenylsepharose 

fast flow oder Phenylsepharose 4 B verwendet wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche l und 4 bis 
11, dadurch gekennzeichnet, daB fur die HIC 

20 Phenylsuperose oder Alkylsuperose verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche l und 4 bis 
11, dadurch gekennzeichnet f daB die HIC ein 
Ligand, ausgewahlt aus der Gruppe isopropyl r tertiar 

25 butyl, sec butyl, sec pentyl, isopentyl, cyclohexyl, 

Phenyl, Octyl, gebunden an einen Trager, ausgewahlt 
der der Gruppe quervernetzte Agarose, Cellulose, 
Sepharose, Silica, Polyacrylamide, verwendet wird. 
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